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骨髄性白血病におけるbcr-abl融合遺伝子の検出法
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要約
慢性骨髄性白血病(CML)の90%，.;959もの症例
でその血球にPhiladelphia染色体(以下Ph1染色
体)を認め、この Ph1染色体の存在がCML発症
の原因の一つであるという考え方が有力となっ
ている 。Ph1染色体は、第9番染色体長腕が第
22番染色体長腕に転座することによって起こっ
た染色体の異常であり、その際第22番目の染色
体に分子遺伝学的にかなりの多様性が生じ、こ
れが遺伝子解析を困難にさせ、 CMLの
Southern blot法による遺伝子学的 bcr固めl
mRNAの検出率に問題があった。そこで今回
著者は本問題解決のために新たに primerを作
製し reversetranscription PCR法により CML
における bcr-abl融合遺伝子の検出を試みた。
Ph1陽性白血病培養細胞株及びCMLJ患者末梢
血または骨髄血より P.Chomczynskiらの開発し
fこacidguanidinium thiocyanate -phenol 圃
chloroform (AGPC) methodを用いてRNAを抽
出した。 このRNAからreversetranscri ptase反
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応により cDNAを作成した。 さらにbcrのexon
2， exon 3および、ablcommon領域由来のprimer
を用いて作成したcDNAをPCR法により増幅し
た。得られたPCR産物をnestedprimer法を用
いて目的融合産物を増幅した。得られたbcr-abl
融合遺伝子の確認には、 29もアガロースゲル電
気泳動で行った。 なお、 ablcommon領域内遺
伝子の確認には2つの合成primerを用いて
internal controlとした。
本法はSouthernblot法に比べ簡便であり約2
日間で検体からのbcr-ablmRNAの検出が可能
であり、アイソトープをイ吏用しないで~bcr圃abl融
合遺伝子を検出しうる優れた方法と考えられ
る。3'末端プローブ及び5'末端プローブを用い
て行ったbcr遺伝子再構成を認めないCMLの診
断にもこのRT園PCR法は有用であり、またCML
患者骨髄移植後における残存白血病の検出も可
能であった。
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緒言
慢性骨髄性白血病(以下CML)は骨髄における
頼粒球系細胞の成熟抑制を伴わない異常増殖を
主病変とし、慢性に経過する腫傷性疾患である
1)，2) 0 CMLの90，，95%の症例において、頼粒球
系のみならず赤芽球系や巨核球系細胞、さらに
はBリンパ球にも特異なPhiladelphia染色体(以
下Ph1染色体)が認められることなどから、多能
性造血幹細胞レベルでの突然変異により惹起さ
れる造血器腫蕩性疾患と考えられている3)-9)。
Ph1染色体は1960年NowellとHungerfoldによ
り発見された第22番染色体異常10)で、 1973年
にはRowleyにより分染法を用いて第9番染色体
長腕と第22番染色体長腕の相互転座
t(9;22)(q34;q 11)により生じたものであることが
明らかになった11)。その後、近年における分子
生物学的研究により、 Ph1陽性CMLのPh1染色
体切断点は、 22q11に局在するbcr遺伝子の中心
部のわずかに5.8kbのbreakpointcluster 
region(以下bcr)に集中していること 12)，13)、Ph1
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転座に伴い9q34に位置する癌遺伝子 cellular-
abl(以下 c-abl)は、 bcr遺伝子の切断点以下の
後半部と融合してbcr-abl融合遺伝子を形成し、
それが転写されて8.5kbmRNAが発現し、
tyrosine kinase活性を有するP210bcr-abl蛋白が
作られることが明らかとなった14)，15)。
一方Mullisら16)によって1985年に発表された
PCRはpolymerasechain reactionの略で、目的
とするDNA領域を挟む2種のプライマーを用い
て、特定のDNA塩基配列をinvitroでDNAポリ
メラーゼによる鋳型特異的なDNA合成反応を
繰り返すことによって、目的のDNA断片を数
十万倍に増幅させる反応である 16)----18)。この技
法を癌遺伝子に応用することにより、腫蕩細胞
の遺伝子マーカーと考えられる活性化癌遺伝子
をきわめて高感度に検出し、白血病細胞の診断
に役立たせることが試みられている 19)，20)。
ところでPh1陰性CMLはCML症例の5%程度
を占めるが、 vonder Plasらはこれまでに50例
の正常核型をもっPh1陰性CMLを解析した結
一7-
? ? ?
-・聞-
a‘ 
果、 40例は複雑な染色体転座のためにPh1染色
体が検出されないものの、 bcr・-abl遺伝子が存在
する事を報告している 21)が、これはPh1染色体
の分子遺伝学的多様性を意味し、遺伝子解析を
困難とさせる結果となっている。
そこで今回、著者は、新たに作製したprimer
を用いたreversetranscription PCR (RT-PCR)法
を考案し、 CMLにおけるbcr-abl融合遺伝子の
検出をおこない興味ある知見を得たので報告す
る。
??
??
?????
? ? ? ?
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材料と方法
(1)器具及び試薬
L-
nm 
RPMI-1640 (autoclavable tissue culture 
medium powdered RPMI-1640 medium without 
sodium bicarbonate and L-Glutamine ;(Nissui 
pharmaceutical Co.， Tokyo， Japan)， 
Glutamine (和光純薬(株)，大阪)，Fetal Bovine 
Serum (defined fetal bovine serum， 40 
， 
???
伊
filtered， Hyclone， Utah，USA)， culture flask 
(sterile tissue culture fl.ask， 25 cm2， Corning， 
Corning， NY， USA)， centrifuge tube (sterile 
centrifuge tube， 15 ml， Corning， Corning， NY， 
USA ; graduated conical tube， 50 ml Optical， 
Becton Dickinson Labware， Lincoln Park， New 
Jersey， USA)， C02 incubator (Espec BNA-lll， 
Dabei espec， Osaka， Japan)， Clean Bench (NK 
system， Clean Bench，日本医化機器製作所，大
阪)
??
molony murine leukemia virus ( Mo-MuL V ) 
reverse transcriptase (GIBCO， BRL， MD， USA)， 
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deoxyn ucleotide tri phospha tes (UI tra pure 
dNTPset， Pharmacia， Uppsala， Sweden)， 
RNAsin(RNAsin ribonuclease inhibitor， 
Promega Co.， Maddison， W1， USA)， Random 
hexamer oligonucleotides (Random primer，宝
酒造(株)，京都)， PCR primers (20 bases in 
length， 100 pmoles/μ1 in TE buffer， primer A : 
10 pmoles， primer B : 10pmoles， primer C : 10
pmoles， primer D : 50pmoles， primer E : 50 
pmoles)， Taq DNA polymerase (Promega Co.， 
Madison， W1， USA)， mineral oil (Sigma 
chemical company， St. Louis， MO， USA)， 
agarose (Pharmacia， Uppsala， Sweden)， DNA 
markers :φX-174圃RFDNA Hinc 1 digest 
(Pharmacia， Uppsala， Sweden)， thermal cycler : 
B-641， Thermalprogramer (Kurabo， Osaka， 
Japan)， transiluminator: T1-I00 (Tomy， Tokyo， 
J apan)， Polaroid camera : Polaroid 1C-I00A 
(Tomy， Tokyo， Japan)， Polaroid film : type 337 
(Polaroid Co.， Cambridge， MA， USA) 
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以下の試薬類は和光純薬(大阪)から購入し
た。
(DEPC)， guanidine 
， sodium citrate ( anhydrous )，
pyrocarbona te 
thiocyanate 
diethyl 
?????
，
?? ????????
?
? ?
圃2 sarcoslne lauroyl 園N sodium 
??????
， mercaptoethanol ， phenol， 
chloroform ， isoamy 1 alcohol ， ethy 1 alcohol. 
その他特記しない限り試薬特級を用いた。
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(2)白血病細胞株:
細胞培養株はJa panese cancer research 
resources bank (JCRB)より供与を受けた凍結細
胞を使用した。CML細胞株は、 K圃562株及び
KU-812ネ朱を用いた 。K圃562ネ朱は1970年Lozzio
らにより樹立されたPh1染色体陽性CML患者の
急性転化時の胸水中より採取した芽球より培養
されたもので、多能性造血幹細胞段階に位置す
る白血病細胞と考えられている 22)o kU・812株
は岸らにより 1982年樹立されたPh1染色体陽性
CML)患者の急性転化時の末梢血細胞を培養し
て得られた芽球からなる細胞株である 23)。
なおPh1陰性コントロールとしてHL・60株を
使用した。HL・60株は米国国立癌研究所Robert
Galloのグループによって樹立された急性前骨
髄性白血病(APL)患者の末梢血を培養して得ら
れた芽球からなる細胞株である 24)，25)。
， 
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(3)細胞株培養法:
JCRBより供与を受けた凍結細胞を370Cで急
速解凍し、 10%fetalbovine serum (以下FBS)
を含むRPMI-1640を培地として370C 、
5 o/0C02' 湿度100%の条件で~C02インキユベー
ターにて継代培養した。
????
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(4)RNA抽出:
RNA抽出法は1987年Chomczynskiらの開発
したacidguanidinium thiocyanate -phenol -
chloroform (以下AGPC)法を用いた26)0 AGPC 
法の原理は以下の通りである。
目的細胞に蛋白変性剤であるチオシアン酸グ
アニジンと還元剤の2-メルカプトエタノール、
RNAse~ 害剤である界面活性剤のサルコシン
を含むSolutionD ( 4 M guanidine thiocyanate， 
25 mM sodium citrate， 0.50/0 sodium N-lauroyl 
sarcosina te， 0.1 M 2・mercaptoethanol)を加えて
ホモジナイズする。 pH4.0の酢画変ナトリウムを
添加して溶液を酸性にした後フェノール抽出を
行い上層のRNAを採取し、イソプロパノール
沈殿を2回繰り返し水層のRNAを沈殿として回
収する 。
なお、抽出に用いた器具は、 0.5%diethyl
pyrocarbonate (以下DEPC)に一晩つけた後
autoclave処理を行ったものを使用した。
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(5)プライマー
CMLにおいてPh1染色体転座の結果形成され
たbcr-abl融合遺伝子から転写されるmRNAは
bcr遺伝子の第2ないし、第3エクソンとabl遺伝
子の第2エクソンが直接結合した構造をとるこ
とが分かっている。このため、 PCRプライマー
をbcr第2エクソンよりも5'側、 abl第2エクソン
より 3'側に作製し、融合部分をはさんで増幅す
ることにより正常のbcrmRNA及び、ablmRNA
は増幅することなく、この融合mRNAを特異的
に増幅検出することが可能である。 bcトabl融合
遺伝子の塩基配列27)，28)をもとにして5つの
primerを作製した(Fig.1)。
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、(6)reverse transcription polymerase chain 
reaction (RT-PCR) 
RT圃PCR反応、は1988年 Frohmanら29)，30)の報
告 した RapidAmplification of cDNA End ( 
RACE)に準拠して行った。なおPCR産物はサ
ンプルの一部を終濃度0.5μg/μlのエチジウムブ
ロマイドを含んだ2%アガロースゲルで100V、
35分間電気泳動してバンドを確認する。
??
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結果
(1)培養細胞における検討
(1・1)培養法について
JCRBより供与を受けた培養細胞株は-800C
の凍結状態から解凍して培養を行った。凍結防
止の目的で含有している dimethy1 sulfoxide ( 
以下DMSO)による細胞毒性のため解凍時の培
養細胞株の生細胞率は50%前後であった。培養
細胞浮遊液を500Xg、3分間遠心した後、 109も
非働化FBSを含むRPMI-1640を培地として
37 0C 、 5%C02、湿度100% の条件で~C02 イン
キュベーターにて継代培養した場合の増殖に要
する期間は約10日から20日を必要とした。そ
のため培養細胞内のDMSOを取り除く方法とし
てFig.2の方法を考案した。
凍結培養細胞を370Cで解凍し、等量のRPMI-
1640と、 200/0非働化FBSを添加し撹祥後、 5分
間室温に放置し、細胞内にしみ込んだDMSOを
取り除く 。 この操作を3回行い、細胞浮遊液を
500Xg、3分間遠心した後、各細胞株に10%非
-17 -
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働化FBSを含むRPMI-16402 mlを加え、 2倍希
釈した培養細胞を24穴のシャーレに移し
370C、59もC02、湿度1000/0の条件で"C02イン
キュベーターにて培養する 。培養開始して4日
目から7日日で細胞増生の活発な希釈列の培養
細胞を25cm2のculturef1askに移しかえて継代
培養した 。 その後は25cm2のculture flaskに
100/0非働化FBSを含むRPMI-164010 mlを培地
として継代培養した。
細胞増殖の良好であったのは2倍から8倍希釈
した培養細胞群であり、各培養細胞群は継代し
て7日日から10日目には細胞数が 106cells 以上
に達した 。 その時点で106cellsをRNA抽出
し、残りの細胞は新しい培地に継代培養した o
K-562細胞株、 KU-812細胞株の増殖曲線は
同様で初代継代で8日日で停滞期となった。 し
かしながら、 HL-60細胞株の場合は初代継代で
増殖期に至るまでに要する日数が10日から14
日必要であり、 FBS濃度を20%に増量して培養
する事で増殖期に至る期間を10日前後に短縮す
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ることができた。2代目継代からは各細胞株の
増殖曲線は同様であった。
-19-
-J臨鼠
(1圃2)RNA抽出について(Fig.3)
継代培養して得られた細胞数106cellを有す
る浮遊培養細胞株を4oc、5分間、 500Xgで遠
心する。沈澄に4mlの滅菌したCa2+，Mg2+_ 
free PBS(ー )を加え4oc、5分間、 500Xgで遠心
して沈殿させる 。106個の細胞当たり O.lmlの
Solution Dを加え、 20mlディスポシリンジと
18-G注射針を使ってDNAを機械的に切断す
る。 この沈澄に順次0.1容の 2M酢酸ナトリウ
ム(pH4.0)、0.5%DEPCを含む滅菌蒸留水で飽
和したフェノール(以下DEPC水飽和フェノー
ル)1容、 0.2容のクロロホルム:イソアミルアル
コール(49:1)を加え、添加ごとに混和する 。遠
心管に移し 10秒間激しく振濯し、 15分間氷冷
する。 4ocで 10，000Xg、20分間遠心する。水
層(上層)を別の遠心管に移し、等量のイソプロ
パノールを加え、よく混和した後一200Cに1時
間静置する 。4oCで 10，000Xg、20分間遠心
し、上清を捨て、 RNAの沈澱に 0.3mlの
Solution Dを加え、ピペッテイングで完全に溶
ー20-
解し、終濃度0.5%DEPCに一晩つけ滅菌した遠
心チューブに移し、等量のイソプロパノールを
加え、混和した後一200Cに1時間静置する 。4
℃で 10，000Xg、15分間遠心し、上清を捨て、
RNAの jたj殿を 750/0 エタノールで4oCで
10，000Xg、10分間遠心して洗浄する 。上清を
吸引し、減圧下で 5分間乾燥し、終濃度0.50/0の
DEPCを含んだ滅菌蒸留水(以下DEPC滅菌
水)50μIに溶解する。
なおRNAは乾燥したまま-80oCに保存した状
態でも、エタノール沈殿の状態で_20oCに保存
しでもRNA定量時には失活などの問題はな
く、 RT-PCR実験可能であり、半年聞から1年
間の長期保存が可能と考えられた。
RNA抽出に使用したK-562細胞株は初代から
13代までに継代した培養細胞であり、継代開始
して6日目から8日日に採取した細胞群であっ
た。KU・812細胞株では初代から9代までに継代
した培養細胞群であり、生育の状態、はK-562細
胞株と同等であった。HL-60細胞株の場合は初
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(1・3)プライマーについて
bcrエクソン3とablエクソン2とが結合 した融
合タ イプ(以下B3A2)はShtivelmanら27)の報告
した塩基配列を基にし、 bcrエクソン2とablエ
クソン2とが結合した融合タイプ(以下B2A2)は
Grosveldら28)の報告した塩基配列を基にして、
bcr第2エクソンよりも5'側の第1エクソン内に
プライマーBを、 abl第2エクソンより 3'側の第3
エクソン内にプライマーAを作製した(Fig. 4 
)0 Fig.lに示 すようなプライマーセット
(primer D， primer E)を元のプライマー(primer
A， primer B)の内側にデザインし、第2のPCR増
幅を行うことによって、増幅産物の特異性をさ
らに上げることが可能となった(Fig. 5 )。更に
bcr-abl結合部でABL側にプライマーCを設定
し、プライマーAとの問でPCR反応を行うこと
により出来たabl遺伝子産物を陽性コントロー
ルとした。設定したプライマーの位置関係より
B3A2タイプでは約400bp前後に、 B2A2タイプ
-23-
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では約300bp前後にバンドの形成を認めること
になる(Fig. 4， 5 )。
ところで今回作成したプライマーの塩基配列
は、 Fig.6のようにそれぞれ20merの大きさで
各反応系のプライマー聞に相同な塩基配列はな
く、各プライマーは3'末端においても相補的で
はなく、プライマーA、プライマ ~B、プライ
マーD、プライマーE、及びプライマーA、プ
ライマーCのG+C含量はいずれも500/0であっ
た。プライマーの長さは20塩基対とし、適切な
G+C量を含むようにした。反応、系のG+C含量
は500/0であり、第2のPCR増幅を行うことに
よって、増幅産物の特異性をさらに上げること
が可能となった。
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(1・4)reversetranscri ptase reaction ( RT反応)
について(Fig.7)
全RNAに50μlの終濃度0.50/0のDEPCを加え
て滅菌した蒸留水を加え 650Cで10分間溶解す
る 。 j容角卒したRNA2， .5μgに、 100pM 
rand umhexamer 、1mM dNTP 、20U 
RNAsin、10pMのprimerA を加え軽く振塗
し、 700C2分間加熱した後、 10分間室温放置
する 。 この RT溶液に 200Uのmoloneymurine 
leukemia virus ( Mo-MuLV ) reverse 
transcri ptaseを加えて、 420C、60分間インキユ
ベートしcDNAを合成する 。 この反応液を95
℃、 5分間加熱し、素早く氷中に入れ冷却す
る。 この操作で、cDNA-mRNA2本鎖を変性し同
時に逆転写酵素を失活させることができる。
Frohmanらの方法に従ってRNAを650Cで溶
解後すばやく氷中に入れるとRNAの粘性が増
強し均ーなRNA濃度が得られなかった。その
後650C溶解後室温にてRT溶液を加えることと
した。この条件でも次のPCR反応は何等問題な
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かった。均ー なRNA濃度を保つためにも 室温
での処理が良いように思われた。
また元法ではRNAにRT反応j夜、 Mo-MuLV
逆転写酵素を加え410C、2時間 incubateを行っ
ているが、 700C、2分間 RNAとprimerとの
anneal反応後、逆転写酵素を加える事により
mRNA-cDNAが容易に作成でき、 incubate時
間も 1時間に短縮可能であった。
合成cDNAを950C、5分間加熱し、 mRNA-
cDNA2本鎖を変性し、同時に逆転写酵素を失
活させ、その日のうちにPCR反応を行う 。
なお、 950C加熱する前の合成 cDNAはTE(
10 mM Tris-HCl， pH 7.5; 1 mM EDTA)を加え
て総量 1mlとして40Cに保存した後PCR反応を
行ってもバンドの形成は可能であった。
本法で使用した dNTP，RN Asin ， primer ， 
Mo-MuLVはいずれも Frohmanらの方法より
多かった。
-26-
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(1-5)日rstPCRについて(Fig.8) 
逆転写酵素反応で得られた一本鎖cDNA20 
μlに総量20pMのprimerA、primerB、primer
C、10倍PCRbuffer、25mMMgC12を加え、 95
℃、 5分間熱変性し、 720Cに冷却後、 2.5Uの
Taq DNA polymeraseを加え、全量 100μlとす
る。580Cで 2分間annealing反応を行い、 72
℃、 40分間伸張した後、 thermalcyclerで、温度
コントロールを行いながら PCR反応を施行す
る。 第1回目は、 denature94 oCで 10分間、
annealing 58 oCで 5分間、 extension72 oCで 2
分間、残りは、 denature95 oCで 1分問、
annealing 58 oCで 1分間、 extension72 oCで 1
分間を 34サイクル行う 。最後720Cで 15分間
伸張反応を行いPCR増幅産物を得た。
当初第1回目のPCR反応でプライマーA、プ
ライマーB及びプライマーCの量を100pMで
行 った所プライマー聞の反応によりプライ
マー・ダイマーをZZめた。firstPCRに使:用する
-27 -
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プライマーの量を1/5に減量する事でプライ
マー・ダイマーの出現を減少できた。
またPCR反応では、 Taqホ。リメラーゼによる
ミスインコーポレーションの比率を少なくする
ため各dNTP濃度をできるだけ少なくした。
DNA溶液中にEDTAが含まれていることに
よるマグネシウムイオンカまキレートされるのを
防ぐために、各PCR反応で、MgC12を加えマグネ
シウム濃度の低下のないようにした。MgC12の
濃度を上げると明瞭なバンドが得られた。
なお今回著者のPCR反応においてアニーリン
グの温度を初め550Cに設定したため非特異的バ
ンドが形成した。そこで温度を580Cに上げたと
ころ非特異的バンドが消失し、しかも特異的バ
ンドの増幅が効率的に得られるようになった。
Taq DNA polymeraseを初めから加える事で
得られるバンドより cDNAとprimerのannealを
行った f麦TaqDNA polymerase を加える
Frohmanらの方法が明瞭なバンドが得られるよ
うに思われた。
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今回は増幅PCR産物をSouthernblot法で解析
せず¥次のsecondPCRで確認を行った。
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(1・6)secondPCRについて(Fig.9)
first PCRで得られた PCR産物の1/10容を 取
り総量100pMのprimerD、primerEと2.5Uの
Taq DNA polymeraseを加え、 thermalcyclerで、
温度コントロールを行いながら PCR反応を施
行する 。 第1回目は、 denature94 ocで 10分
間、 annealing58 ocで 5分間、 extension72 
℃で 2分間、残りは、 denature94 ocで 1分
間、 annealing 58 ocで 90ネ少問、 extension 72 
℃で 30秒間を 34サイクル行う 。最後 720Cで
40分間伸張反応を施行してPCR最終増幅産物
を得た。
2回の増幅では、 TaqDNA polymeraseは反応
初めより加えることで、contamina tionの機会を
減らすことが可能となった。
なおprimerAのかわりにprimerDを、 primer
BのかわりにprimerEを使用してfirstPCRを施
行しでもPCR増幅産物は得ることができた。
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(1-7)培養細胞のPCR結果
K-562細胞ネ朱のfirstPCRではコントロール
abl産物は約200bpにバンドを認める 。bcr-abl
融合産物で約390bpにバンドを認め、更に
350bp前後にも2本のバンドを認める(Fig.10)。
KU圃812細胞株の日rstPCRではコントロール
abl産物のバンドとbcr-abl融合産物のバンドを
認める(Fig.11)0 
HL-60細胞ネ朱の日rstPCRではコントロール
ahl産物のバンドのみで、 hcr-ahl融合遺伝子は
存在しないためバンドの形成は認めない(Fig.
12)。
second PCRの結果は Fig.13に示す様にK-
562細胞株では400bp前後に2本の明瞭なバンド
を認め、 KU圃812細胞株では400bp前後にバン
ドを言志め、 HL-60細月包材ミでは明かにバンドの斉3
成は見られなかった。
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(2)CML，患者における検討
(2・1)RNA抽出について(Fig.14)
末梢血及び骨髄血は比重遠心法を用いて頼粒
球を分離する 。予め用意したヒストパーク
(HISTOPAQUE-1119)に、ヘパリン加にて採取
した末梢血を等量重層し700Xg、30分遠心
し、多核白血球層を採取する。骨髄血の場合は
滅菌したCa2+，Mg2+ -free PBS(ー )にて等量希釈
してから同様にヒストパークで多核白血球層を
分離採取する。上記多核白血球層に5mlの滅菌
Ca2+ ，Mg2+ -free PBS(ー )を加え4oc、5分間、
500Xgで遠心する 。得られた沈澄にsolutionD 
を1ml加え、ディスポシリンジと 18-G1主身す多十
を使ってDNAを機械的に切断する。
2M酢酸ナトリウム(pH4.0)を0.1ml入れて混
和する 。更にDEPC水飽和フェノールを1ml入
れ混和する 。最後にクロロホルム:イソアミル
アルコールを0.2ml入れて10秒間振塗し、 15分
間氷中に静置する 。4ocで 10，000Xg、20分間
遠心する 。水層(上層)を別の遠心管に移し、 等
-32-
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量のイソプロパノールを加え、よく混和した後
一20
0
Cに 1時間静置する 。4oCで 10，000Xg、20
分間遠心し、上清を捨て、 RNAの沈澱に 0.3
mlの SolutionDを加え、ピペッテイングで完
全 に溶解し、 DEPC処理ずみの遠心チューブに
移すし、等量のイソプロパノールを加え、混和
した後一200Cに 1時間静置する 。4oCで
10，000Xg、15分間遠心し、上清を捨て、 RNA
の沈澱を 75%エタノールで洗浄する 。遠心し
上清を吸引し、減圧下で 5分間乾燥し、 DEPC
滅菌蒸留水50μlに溶解する 。
30/0デキストランを含む滅菌0.9%NaClから
buffy coatを得る方法も施行したが、 RNAの収
量 はHISTOPAQUEを用いた比重遠心法の方が
良い結果が得られた。
骨髄血の場合は細胞数が多いため滅菌
Ca2+ ，Mg2+ -free PBS(ー )で等量希釈した検体を
使用した。
-33-
一
‘ 
『・
RNA抽出した患者は33例で末梢血24、骨髄
血9であり、 CMLの確定診断を受けた症例は19
一句名 司
? ? ? ?
" 
例であった。
RNA抽出前の細胞数は培養細胞の場合より
全例多かったが、 RNA収量は培養細胞より低
かった。 この結果より RNAの収量は細胞の増
殖率に依存しているように思われた。RNA抽
出は細胞増生のさかんな時期に採ることが必要
であると思われた。
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(2圃2)RT-PCRについて
患者検体でPCR~，去を施行した場合firstPCR 
の結果は目的バンド以外にレーン全体が蛍光し
スメア ーの状態となる場合が多かった。 second
PCRでは目的バンドがより鮮明となり、非特異
的バンドが消失 していた。
Phl染色体を認めずまた、 Southernbloωt法でで、
bc白r遺伝子再構成を認めずず、~RT圃PCR法で、~bcωr-a
mRNAの存在が証明された症例を提示する O
-35-
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(2-3)症例について
(2-3・1)症例1(P1):
患者は76歳、男性。平成4年3月白血球の増
加と幼若細胞の出現を認め精査のため当院入院
となる 。白血球数7万弱、好酸球の増加、 NAP
スコアー低値、牌臓を1横指触知した。骨髄は
正形成であり典型的なCML像とはいえないも
のの、臨床的にはCMLに矛盾しないものと思
われた。 しかしながら染色体検査では46XY、
Ph1陰性で、 3'"5'末端のプローブを用いた遺
伝子学的検査においてもbcr遺伝子再構成バン
ドは認めなかった。確定診断の目的で患者末梢
血からRNAを抽出しRT-PCR法を行った。
first PCRでは患者のバンドは判然とはしな
かった(Fig.15)0 second PCRを施行し300bpに
バンドの形成を認めた(Fig.16)。
このことより症例P1末梢血にB2A2タイプの
bcr-abl mRNAの存在が証明できた。
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(2-3・2)症例2(P2):
患者は63歳、男性。平成3年11月になり白血
球増加を認め精査のため当院入院となった。白
血球数は6万、 NAPスコアー低値、牌臓を1横
指触知した。骨髄は過形成で臨床像からCML
と診断した。 しかし染色体検査では正常核型で
あり、 3'"5'末端プローブを用いた遺伝子学的
検査でもbcr遺伝子再構成バンドは認めなかっ
た。診断を確定する目的で患者末梢血より
RNAを抽出しRT-PCRY去を施行した。
first PCRでは明瞭なバンドは見られなかった
(Fig. 17) 0 second PCRでは症例1と同様に300
bpにバンドの形成を認めた(Fig.18)。
P2症例の末梢血液から、 bcr-ablmRNAの存
在を証明することができた。
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従来bcr5.8 kb以内に切断が起こり、 abl遺伝
子に結合していることを証明する方法として
Southernブロット法が一般的に利用される
31)。 この方法はbcr遺伝子の3'側(HindIII-Bgl I 
1.2kb)及び5'側(HindIII-BgIII 0.6kb)プローブを
用い、 BgIII、BamHI、HindIII、EcoR1など
の制限酵素を用いて検体DNAを処理すること
により正常のバンドと別な部位にバンド
(rearrengement band:再構成バンド)の存在の有
無確認する方法である。Southernブロット法を
用いた再構成バンドの検出には以下の注意すべ
き点がある 。(1)制限酵素でDNAが完全に分解
される必要があること、 (2)電気泳動上に置く
DNAは適当量であること 。(3)用いたプローブ
領域が欠失している場合は、再構成バンドが生
じないこと 。(4)両方のプロープで再構成が見
られない場合、更に5'側プロープ(BgIII-
HindIII 2.0kb)を用いる必要もある 。(5)しかも
DNA抽出には、最低107個の腫蕩細胞が必要で
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あり、 1000/0の腫蕩細胞にbcr圃abl融合遺伝子が
存在するわけではないことを考慮しなければな
らな い。 このようなSouthernフゃロット法の限界
を克服する検査法としてPCR法が用いられるよ
うになってきた。bcr遺伝子とabl遺伝子はとも
に、 100kb以上の巨大で複雑なエクソン・イン
トロン構造を示す遺伝子であり、再配列点はい
ずれの遺伝子においても長いイントロンの中に
見られるためゲノムDNA上で再配列の有無を
検討することは非常に困難となる。そこで、検
体より RNAを抽出したRT-PCRによる解析が有
効とな ってくる 。 しかもbcr遺伝子とabl遺伝子
との結合点の解析はこのRT-PCRの系を用いる
ことなくしては不可能であった32)....35)。
Kawasakiらは1988年はじめてPCR法を用い
てCMLの患者腫蕩細胞およびCML由来細胞株
で融合mRNAを検出した36)。彼らはPCRプラ
イマーをbcr第2エクソン及び、abl第2エクソン上
に作製し、融合部位をはさんで40r.50回増幅を
?丁った。
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一方、 1988年Frohmanらが報告したRACE法
は、 3'側末ないし5'側末と構造遺伝子の聞を増
幅させ、 cDNAを得る方法である 29)，30)。従っ
て、本法を利用するには、エクソンの一部の塩
基配列を知る必要がある 。 この既知の領域か
ら、 3'或るいは5'側の方向に伸長できるようプ
ライマーを作製し、 cDNAを合成する 。 しかし
ながら、このRACE法では、かなりの非特異的
産物が生じるため、 Frohmanは、元のプライ
マーセットの内側にプライマーセットをデザイ
ンし、第2のPCR増幅を行うことによって、増
幅産物の特異性をさらに上げられることを見い
だした。 この方法は通常Nested増幅とよばれ、
第2回日の増幅に、内側にあるプライマーセッ
トを用いることにより、第1回目増幅で生じた
非特異的産物が第2回目増幅の鋳型になる可能
性を排除して目標産物の特異性をあげることが
できる。
今回、著者は、新たに作製したprimerを用い
たreversetranscription PCR (RT圃PCR)法により
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CMLにおけるbcr圃abl融合遺伝子の検出をおこ
なった。
RNAの分離方法は現在までに多くの方法が
報告 されており、それぞれの長所や短所に応じ
て使い分けられている20)，37)，38)。 これまでの方
法では、 RNA分離に通常早くて2日以上の時間
を要した。今回、著者が施行したAGPC法は4
時間程度の短時間でRNAを分離することがで
き、その上RNaseによる分解の危険が少ない優
れた方法である。さらにこの方法は特別な機器
を必要とせず、大量の組織でも、少量の培養細
胞からでもRNAを確実に分離できるなど多く
の長所を有している。
我々の反応系では逆転写酵素を用いる反応と
PCR反応に同じ反応液を用いた。すべての反応
にPCR反応液を用いても増幅効率は低下してい
ないように思われた。
当初第1回目のPCR反応でプライマーA、プ
ライマーB及びプライマーCの量を100pMで
行った所プライマ一間の反応によりプライマー
-41-
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ダイマーを認めたためプライマーの量 を1/5に
減量 しプライマーダイマーが見られず期待でき
る結果を得ることができた。
またPCR反応では、 Taqポリメラーゼによる
ミスインコーポレーションの比率を少なくする
ため各dNTP濃度をできるだけ少なくした。
DNA溶液中にEDTAが含まれていることに
よるマグネシウムイオンカfキレートされるのを
防ぐために、マグネシウム濃度を考慮し各反応
で低下のないようにした。
プライマーの長さは20塩基対とし、適切な
G+C量を含むようにした。反応系のG+C含量
は50%であり、第2のPCR増幅を行うことに
よって、増幅産物の特異性をさらに上げること
が可能となった。
なお今回著者のPCR反応においてアニーリン
グの温度を初め550Cに設定したため非特異的バ
ンドが形成した。そこで温度を580Cに上げたと
ころ非特異的バンドが消失し、しかも特異的バ
ンドの増幅が効率的に得られるようになった。
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症例Plにおいて300bpに弱いバンド形成を認
める 。 このバンドはB2A2由来の融合遺伝子の
PCR産物と考えられる 。 この症例の場合はbcr-
abl融合遺伝子mRNAの発現量が少なかったた
めに病初期にはPh1染色体がみられなかったも
のと考えられ、臨床経過中にPh1陰性から陽性
にconvertする症例でありいわゆるLiskerが提
唱したlateappearing Ph1症仔U39)，40)であったも
のと思われる 。症例P2において300bpに強いバ
ンドを認める。このバンドはB2A2由来の融合
遺伝子のPCR産物と考えられる。 P2症例はPl
症例と同様にlateappearing Ph1症例或は第22
番染色体の切断点はqllにあるが、 recipientの
方から大きなsegmentが第22染色体に転座して
きたため、一見みのがされそうな形態を示すい
わゆるmaskedPh1症例のいずれかと思われ
る。
同種骨髄移植は近年多くの施設で造血器悪性
腫湯や重症再生不良性貧血に対する有力な治療
法のーっとして行われてきた。とりわけCML
-43-
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においては現在のところ唯一治癒を期待できる
治療法として、その施行例は本邦でも増加して
いるとされている41)....43)。 しかしながら移植後
のCML，患者における再発に関しては、細胞遺
伝学的検討では明らかな血液学的な再発の兆候
を欠くにも関わらず移植後Ph1染色体が検出さ
れる症例のみられることが報告され、注目され
ている 45)....46)。同種骨髄移植後のCML，患者にお
けるPh1クローンの残存についてPCR法を用い
ての検討はすでにいくつか報告されているが、
その成績は一定しているわけではない47)，48)。
移植後血液学的、細胞遺伝学的に年余にわたっ
て寛解を維持しており臨床的には治癒したとも
考えられる症例においてbcr-ablmRNAが検出
されることの生物学的意義はCMLの発症メカ
ニズムとも関わり興味深い。PCR法を利用した
minimal residual disease (MRD)の検索は今後
さらに重要な意味を持つようになると考えられ
る。
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RT-PCR法によるMRDの検出は、特に白血病
の寛解状態、の評価、再発の予知、自家骨髄移植
の際のpurgingの効果判定に有用性が期待され
る。しかし、その有用性の反面、
con tamina tionによる偽陽性の危険や、正確な
定量性をもたせるのが困難であるという問題が
あり、得られた結果の評価は慎重を要する。今
後、多くの症例で検討を重ねて臨床的意義を明
らかにしていく必要があるものと考えられた。
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局、
? ?? ? ? ???。 ? ?
(l)bcr田abl融合部位の5'側、 3'側に20merの
primerを5つ作製してRT-PCR法を行った。
(2)RNA抽出はAGPC法を用いて行いRNAの
収量が従来より良く、 4時間以内に抽出可能で
あった。
(3)RT反応ではcDNA-mRNAannealするため
逆転写酵素を最後に加えるのが良いように思わ
れた。
(4)PCR反応はannealing温度は、 58ocが特
異的バンドの検出に優れていた。
(5)K・562細胞株、 KU田812細胞株は、いずれ
もB2A2由来のbcr-ablmRNA融合遺伝子を有し
ていた。
(6)RT-PCR法は簡便かつ短時間で検出可能で
あり、アイソトープを使用しないで"bcr圃abl融合
遺伝子を検出しうる優れた方法であると考えら
れた。
• 
-46-
一
謝辞
稿を終えるにあたり、終始御懇篤な御指導御
校聞を賜った本学臨床検査医学教室、奥田清教
授に深甚なる謝意を表します。また直接の御指
導と御教示をいただいた臨床検査医学教室、巽
典之助教授に深く感謝の意を表します。なお本
研究に対し御協力いただいた臨床検査医学教室
の諸兄、各位に深く感謝しミたします。
??
-47 -
文献
l)Kamada， N. et al. : Chronologic sequence in 
appearance of clinical and laboratory findings 
characteristic of chronic myelocytic leukemia. 
Blood 51 : 843圃850，(1978). 
2)Shilling， R. F. ，and Crowely， J.J. : Prognostic 
signs in chronic myelocytic leukemia. Am. J. 
Hematol. 7 : 1-10 (1979). 
3)George Q， et al. : Induction of chronic 
myelogenous leukemia in mice by the 
P210bcr/abl gene of the Philadelphia 
chromosome. Science 247 : 824， (1990). 
4)Golde， D. W. ， etal : Blood 49: 367 (1977) 
5)Denegris， J.F. ， et al. : Br. J. Haematol. 40 : 
351 (1978). 
6)Sonoda， Y. ， etal : Acta. Hematol. Jpn.， 43 : 55 
(1980). 
7)高橋隆幸、ほか:日血会誌，47: 377 (1984). 
8)Martin， P.J.， etal. : Nature 287: 49 (1980). 
-48-
一
9)Bernheim， A. ， et al. : Leuk. Res. 5 : 331 
(1981). 
10)Nowell， P.C.， and Hungerfold， D. A. : J.Natl. 
Cancer Inst. 25 : 85・(1960).
11)Rowley， J. D.: A new consistent 
chromosomal abnormality in chronic 
myelogenous leukema identified by quinacrine 
fluorescence and Giemsa staining. Nature 243 : 
290圃293(1973). 
12)Groffen， J.， Stephenson， J.R.， Heisterkamp， 
N. et al : Philadelphia chromosomal 
breakpoints are clustered within a limited 
region， bcr， on chromosome 22. Cell 36: 93-99， 
(1984). 
13)Heisterkamp， N.， Stam， K.， Groffen， J.et al: 
Structural organization of the bcr gene and its 
role in the Ph1 translocation. Nature 315 : 758圃
761， (1985). 
14)BerトNeriah Y， Daley GQ， Me邸S
Wi比tωeON， Baltimore D : The chronic 
-49-
『
myelogenous leukemia圃specificp210 protein is 
the product of the bcr/abl hybrid gene. Science 
233 : 212， (1986). 
15)岡部賓裕、国枝保幸、柿沼光明、宮崎保:c-
abl遺伝子とPh1陽性白血病におけるbcr-abl融
合遺伝子.日本臨床.48(8):1697・1705，(1990). 
16)Mullis， K.， Fallona， F. : in Methods in 
Enzymology (ed. Wu， R.)， p.155， Academic 
Press， San Diego， (1987). 
17)Saiki， R. ， Scharf， S.， Fallona， F.， Mullis， K.， 
Horn， G.， Erlich， H.， Arnheim， N. : Am. J. Hum. 
Genet.， 37， 172， (1985). 
18)Saiki， R.， Scharf， S.， Faloona， F.， Mullis， K.， 
Horn， G.， Erlich， H.， Arnheim， N. : Science， 230， 
1350圃 1354，(1985). 
19)横田昇平、阿部達生:Polymerase Chain 
Reaction (PCR)/悪性腫湯診断への応用.癌と化
学療法 17(8): 1395・1401，(1990). 
-50-
唖ー・
一
20)石川冬木 :PCR法による造血器悪性腫蕩の遺
伝子診断.蛋白質核酸酵素 35(17): 3073・3078，
(1990). 
21)van der Plas， D. C.， Hermans， A. B. C.， 
Soekarman， D.， et al. : Cytogenetic and 
molecular analysis in Philadelphia negative 
CML. Blood， 73 : 1038， (1989). 
22)Lozzio， C. B.， and Lozzio， B. B. : Human 
chronic myelogenous leukemia cell-line with 
positive Philadelphia chromosome. Blood， 45， 
321-334， (1975). 
23)岸賢治、ほか:日本血液学会雑誌.47:709
(1984) 
24)Gallagher， R.， Collins， S.， Trujillo， J.， 
McCredie， K.， Ahearn， M.， tsai， S.， Metzgar， R.， 
Aulakh， G.， Ting， R.， Ruscetti， F.， Gallo， R. : 
Blood， 54， 713， (1979). 
25)Collins， S.J. ， Gallo， R.C.， gallagher， R. E. : 
Nature， 270， 347， (1977). 
-51-
、
一
26)Chomczynski P.， and Sacchi N. : Single圃step
method of RNA isolation by acid guanidinium 
thiocyanate-phenol-chlororform extraction. 
Analytical Biochemistry 162， 156圃159，(1987). 
27)Emma S.， etal. : Fused transcript of abl and 
bcr genes in chronic myelogenuos leukaemia. 
Nature ，315.(13) : 550圃554(1985). 
28)Grosveld G.， etal. : The chronic myelocytic 
cellline K562 contains a breakpoint in bcr and 
produces a chimeric bcr/c-abl transcript. Mol. 
Cell. Biol. 6， 607・616(1986). 
29)Frohman M. A. ， Dush M. K. et al : Rapid 
production of full-length cDNAs from rare 
transcripts : Amplification using a single gene-
specific oligonucleotide primer. Proc. N atl. 
Acad Sci. USA. 85 : 8998圃9002，(1988). 
30)Frohman M. A.， and Martin G. R. : rapid 
amplification of cDNA ends using nested 
primers. Technique -a Journal of methods in 
-52-
‘ 
一一ー一-~側聞副島
cell and molecular biology -1(3)， 165・170，
(1989). 
31)Hirosawa S.， Aoki N.， et al : breakpoints in 
philadelphia chromosome (Ph 1) 圃 positi ve 
leukemias. Jpn. J. Cancer Res. (Gann)， 78， 590・
595，1987. 
32)Lee， M. S. ， etal. : Blood 72 : 893圃897(1988). 
33)Dkbrovic， A. ， et al. : Blood 72 : 2063-2065 
(1988). 
34)Price， C. M. ， et al. : Blood 72 : 1829-1832 
(1988). 
35)Hermans A.， et al. : Blood 72 : 2066-2069 
(1988) 
36)Kawasaki E. S.， Clark S. S. ， et al. : 
Diagnosis of chronic myeloid and acute 
lymphocytic leukemias by detection of 
leukemia-specific mRNA sequences amplified 
in vitro. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 85 : 5698-
5702，1988. 
37)Basic Methods in Mol. Biol. 136圃138(1986). 
-53-
" 
38)Methods Enzymol. 152 : 219・227(1987). 
39)Lisker， R.， etal : Blood 56 : 812 (1980). 
40)Lisker， R.， etal. : Cancer Genet. Cytogenet. 
6 : 275 (1982). 
41)Clift， R.A. ， etal. : Lancet i : 621 (1982). 
42)Goldman， J.M. ， et al. : Lancet i : 623 
(1982). 
43)Speck， B.， etal. : Lancet i : 665 (1984). 
44)Gabert， J.et al. : Detection of residual 
bcr/abl translocation by polymerase chain 
reaction in chronic myeloid leukemia patients 
after bone-marrow transplantatin. Lancet i : 
1125-1129 (1989). 
45)Bartram， C. R. et al. : Minimal residual 
leukemia in chronic myeloid leukemia patients 
after T-cell depleted bone-marrow 
trasplantation. Lancet i : 1260 (1989). 
46)Lange， W. et al. : Detection of enzymatic 
amplification of bcr均blmRN A in peripheral 
blood and bone marrow cells of patients witrh 
-54-
1 
-
chronic myelogenouse leukemia. Blood 73 : 
1735-1741 (1989). 
47)Delage， R.et al. : Clinical significance of bcr-
abl gene rearrangement detected by polymerase 
chain reaction after allogeneic bone marrow 
transplantation in chronic myelogenous 
leukemia. Blood 78 : 2759-2767 (1991). 
48)Lee， M-S.， et al. : Detection of minimal 
residual disease by polymerase chain reaction 
in Philadelphia chromosome-positive chronic 
myelogenous leukemia following Interferon 
therapy. Blood 79 : 1920-1923 (1992). 
-55-
ー
一
????
?
????
???
21 
CAAGCTCAAG 
GTTCGAGτTC 
31 
AAGCAGAGCG 
TTCGTCTCGC 
41 
GAGGCAAAAC 
CTCCGTTTTG 
51 
GCAGCAGTAT 
CGTCGTCATA 
61 
GACTGCAAAT 
CTGACGTTTA 
71 
GGTACATTCC 
CCATGTAAGG 
81 
GGTCACGGAT 
CCAGTGCCTA 
91 
CTCAGCTTCC 
GAGTCGAAGG 
101 
AGATGGTGGA 
TCTACCACCT 
111 
TGAACTGGAG 
ACTTGACCTC 
121 
GCAGTGCCCA 
CGTCACGGGT 
131 
ACATCCCCTT 
TGTAGGGGAA 
141 
GGTGCCCGAT 
CCACGGGCTA 
151 
GAGGAGCTGA 
CTCCTCGACT 
161 
ACGCTTTGAA 
TGCGAAACτT 
171 
GATCAAGATC 
CTAGTTCTAG 
181 
TCCCAGATCA 
AGGGTCTAGT 
191 
AGAGTGACAT 
TCTCACTGTA 
201 
CCAGAGAGAG 
GGTCTCTCTC 
211 
AAGAGGGCGA 
TTCTCCCGCT 
221 
ACAAGGGCAG 
TGτTCCCGTC 
231 
CAAGGCTACG 
GTTCCGATGC 
241 
GAGAGGCTGA 
CTCTCCGACT 
251 
AGAAGAAGCT 
TCTTCTTCGA 
261 
GTCGGAGCAG 
CAGCCTCGTC 
271 
GAGTCACTGC 
CTCAGTGACG 
????
?
????
????
291 
GTCTCCCAGC 
CAGAGGGTCG 
301 311 321 331 341 351 
ATGGCCTTCA GGGTGCACAG CCGCAACGGC AAGAGTTACA CGTTCCTGAT CTCCTdl'GAC 
TACCGGAAGT CCCACGTGTC GGCGTTGCCG TTCTCAATGT GCAAGGACTA GAGGAGACTG 
• 
361 prirner B 371 381 391 401 411 
TATGAGCGTG CAGA豆pc;AG GGAGAACATC CGGGAGCAGC AGAAGAAGTG 匠TCAGAAGC
ATACTCGCAC GTCTCACCTC CCTCTTGTAG GCCCTCGTCG TCTTCTTCAC AAAGTCTTCG 
? ? ? ? ???
?
??
? ??
?? ? ? ?
431 
CATCCGTGGA 
GTAGGCACCT 
441 
GCTGCAGATG 
CGACGTCTAC 
451 
CTGACCAACT 
GACTGGTTGA 
461 
CGTGTGTGAA 
GCACACACτT 
471 
ACTCCAGACT 
TGAGGTCTGA 
481 491 501 511 521 531 
GTCCACAGCA τ守、CCGCTGAC CATCAATAAG GAAGATGATG AGTCTCCGGG GCTCTATGGG 
CAGGTGTCGT AAGGCGACTG GTAGTTATTC CTTCTACTAC TCAGAGGCCC CGAGATACCC 、
abl 
541 551 561 571 581 591 
TI開rcTGAATG GGATTTAAGC AGAGTTCAAA ACTTCAGCGC TCATCGTCCA CTCAGCCACT 
AAAGAC'ITAC AGTAGCAGGT GAGTCGGTGA CCTAAATTCG TCTCAAGTTT TGAAGTCGCC 
bcr 
601 611 prbmx c 621 631 641 651 
CCAGTAG4AT CTGACτ可、TGA GCCTCAωドT CTGAGTGAAG CCGCTCGTTG GAACTCCAAG 
GGTCATCGTA GACTGAAACT CGGAGTCCCA GACTCACTTC GGCGAGCAAC CTTGAGGTTC 
661 
GAAAACCTTC 
CTI'l'TGGAAG 
???? ???
????
681 
CAGTGAAAAT 
GTCACTTTTA 
691 
GACCCCAACC 
CTGGGGTTGG 
?
?
??
711 
ACTGTATGAT 
TGACATACTA 
721 731 741 751 761 771 
T1'lGTGGCCA GTGGAGATAA CACTCTAAGC ATAACTAAAG GTGAAAAGCT CCGGGTCTTA 
AAACAC仁GGT CACCTCTATT GTGAG市TCG TATTGATTTC CACTTTTCGA 区 CCAGAAT
pr幻rerD prl..mer A 
781 791 801 811 821 831 
GGCTATAATC ACAATGGGGA ATGGTGTGAA GCCCAAACCA AAAATGGCCA AGGCTGGGTC 
CCGATA'ITAG| TGTTACCCCT TACCACACTT CGGGTTTGGT Tτ寸TACCGGT TCCGACCCAG 
Fig.l. bcr-abl sequence 
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F 右
-800C cell frozen 
ressolve a七 370C for 2 min. 
↓ 
add equal volume of RPMI 1640， 20毛 FCS
mix qen七ly
stand at room temp for 5 min. 
↓ 
repea七 sameproce'dure 
↓ 
repea七 sameprocedure 
centrifuge a七 500Xgfor 3 min. 
suspend in 2ml RPM工 1640with 10もFCS
七ransfer 七ransfer transfer 
訂1工X ロu.x
add 2rnl 
RPMIl640，10もFCS RPMIl640， 10もFCS
lx 2x 4x 
cul七ur pla七e
lx 2x 4x 8x 
七ransfer
cul七ure
flask 
16x 32x 64x 124x 
FCS: fe七alcalf serum 
Fig.2. The me七hodof cell cul七ure
ヮ ，??
一
E司
ice-cold PBS(ー )of wash culture cells wi七h4 ml 
10七imessolu七iooup and down 
10 ml 
↓ 
draw七hecells D 七osolution add 1 ml 
syrlnge fi七i七edon a lB'-G needle 七br.Qugha 
and mix by inversion 
inversion and mix ty 
↓ 
M sodium ace七ate，(pH4..0) 
↓ 
sa七ura七edwi th DEl?C-H20 
2 
PhOH 
add 0.1 ml 
ml add 1 
inversion ty and mix 
↓ 
.add 0.2 ml ChloroforXfl:工AAmiltture(49:1) 
、
15 min for ice and place on sec 10 .shake vigo:touslY for 
• 
4 oc 
aqueous phase 
at 20 min 10，OOOXg for 
↓ 
七heupper 
a七
carefully transfer 
cen七どifuge
1 hr -200c for at and place 
↓ 
isopropanol of ntl 1 mix wi七h
?
?
?
?， 、
?
?? ?
?
??
??
〈?
?
? ??????????????????????
?
?
?? ? ?
?
?
D precipi'tate 
1hr 
4 oc a七
igoeropan01 
↓ 
10，oeoxgまor
and centrifuCJea.七 lGF oooxg for 
for 
4硲Cat 
solutlon 
at. -20 OoC 
↓ 
oentrifuqe a七 lO，OOOxgfor 20 min 
↓ 
0.3 ml of in 
15 min 
of 
cen七rifuqea七
wi七h 1 
40C 
自圃・"'!IIi・・ι
at min 10 75事 EtOHresuspend in 
4 M guani<line七hiocYel:na七e，
ci七ra七，e'f0.5 もsaroosine" 0.1 M 2岬賓賠.rc8t>七oe七hanol
25 1J前 'sOdiumSOlu七ionD z 
phOHsphenO1 
diet.hyl pyrooarbona七eI)E!PC: 
isoamyl alcohol 
冨tOIHe七.hy1alc!Qhol 
Fig.3.'lhe lt陪thodof R阻Aisola.ti:on by acid .guaniainium 
七hiocyana七e.-phenol-chlorofo，arl慨はaatLonfrom culture cells 
ZAZLE 
dissolve RNA pellet 
vo1 
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primer A: 5 '-GATTATAGCCTAAGACCCGG-3 ， 
pr幻nerB: 5 '-TGACTATGAGCGTGCAGAGT-3 ， 
prむnerC: 5'-ATCTGACTTTGAGCCTCAGG-3' 
prむnerD: 5 '-AGAGTGTTATCTCCACTGGC-3 ， 
pr江nerE: 5'-TTTCAGAAGCTTCTCCCTGG-3' 
???
Fig.6. PCR primers 
prロnerA: 20 rner antisense pr江nerwi七hinabl exon 3 
pr江nerB: 20 rner prおnerwi七hinbcr exon 1 
prむnerC: 20 rner prむnerwi七hinabl exon 2 
primer D: 20 rner antisense prirner within abl exon 2 
primer E: 20 rner prirner wi七hinbcr exon 2 
『????? ??????
heat for 10 rnin a七 650C
RNA 
5X RT buffer 
100pM randurnhexarner 
10rnM dNTP 
20U RNAsin 
prirner A 
11μ工
4μ1 
2μ1 
1μl 
0.5μl 
0.5μ工
七otal 19μl 
gently rnix by vor七ex
and hea七 for 2 rnin a七 700C
and cool for 10 rnin a七 370C
RT reaction solution 19μl 
Mo-MuLV reverse transcriptase lμl 
七O七al 20μl 
incubate 
hea七
cool quickly 
for 60 rnin a七 420C
for 5 rnin at 950C 
for 15 rnin a七 OoC
RT: 
dNTP: 
RNAs工n:
Mo-MuLV: 
工eve工se七ranscrェp七ase
deoxycucleo七ide七工iphospha七e
ribonuclease inhibi七or
molony murine leukemia virus 
Fig.7.Reverse transcrip七asereac七ion
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，身'醐胴処圃
f 
ーcDNA 20μ工
0.5μl 
lμ工
8μ1 
8μ工
62μl 
primer A 
primer B( or primer C) 
10X PCR buffer 
25mM MgC12 
Aq. dist. 
七otal 99.5μl 
denature for 5 min a七 950C
cool at 720C 
PCR solution 99.5μ工
Taq DNA polymerase 0.5μl 
total 100~1 
anneal 
ex七end
for 2 min at 580C 
for 40 min at 720C 
the first cycle 
? ? ?
??? ??
?
?
?
?
??
』
?? 10 min a七 940C
5 min a七 580C
2 min a七 720C
the remaining cycles denature 
annealing 
extension 
cycle 
1 min a七 940C
1 min a七 580C
1 min a七 720C
34七iITIes
final extension for 15 min a七 720C
↓ 
PCR samples run on an ethidium bromide-con七aind
2毛 agarosegel 
Aq. dis七.: au七oclaveddis七illedwa七er
Taq :七he口nusaqua七iC11S
Fig.8.PCR reac七ion (first PCR) 
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• 
????
??
?
?
????
?
? ???
??
???
10μl 
lμl 
lμ工
8μl 
8μl 
0.5μl 
71.5μ工
七otal 100μl 
first cycle ????
? ?
??
?
?
?
?
?
?
?
??
?
?? 10 rnin a七 940C
5 rnin a七 580C
2 rnin a七 720C
七herernaining cycles denature 
annealing 
ex七enSion
cycle 
60sec a七 940C
90sec a七 580C
30sec a七 720C
34 tirnes 
final extension for 40 rnin a七 720C
PCR sarnples run on an e七hidiurnbrornide-containd 
2も agarosegel 
Taq: Thermus aquaticus 
Aq. dis七.: au七oclaveddis七iledwa七er
Fig.9.PCR reaction (second PCR) 
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bp 
1057 
770 
612 
495 
392 
345 
297 
210 
• 
???
?
Fig. 10. first PCR of K-562 cells 
righ七:ablcontrol band 
lef七: bcr-abl chirneric band (390bp:B2A2) 
2 nonspecific band(350bp) 
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?
bp 
1057 
770 
612 
495 
392 
345 
297 
210 
cells 
(390bp) 
Fig.ll. first PCR of KU-812 
righ七:ablcontrol band 
left: bcr-abl chirnera band 
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• 
bp 
1057 
770 
612 
495 
392 
345 
297 
。 ? 」 ?
ー
Fig. 12. first PCR of HL-60 cells 
righ七: abl control band 
left:bcr-abl absence 
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明.
。
??
?
? ?
?
?? ?
?
d 
Fig.13. PCR of K-562， KU-812， HL-60 
KU-812:bcr-abl chirneric 
band(400bp) 
chirnera nega七ive
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second 
K-562， 
HL-60:bcr-abl 
bp 
1057 
770 
612 
495 
392 
345 
297 
一一
10 of heparinized human peripheral blood cells 
or 1 ml bone marrow aspira七ion
↓ 
V01.of his七opaque(dans!ty1.119) 
700Xg for 30 min at room七回¥pera七ure
↓ 
ml solution D to oeIls draw七hesolution up 
七hrougha 18-G needle fi七七edon a 10 ml 
ml 
load 00 equal 
centrifuge 
and 
a七
add 1 
10七iITIes
??
?
↓ 
sodium acetate(pB4.0) 
↓ 
saturated wi七hDEPCE120 
↓ 
add 0.2 ml Chloroforrn:工AAmixture (4 9 :.1 ) 
add 0.1 ml :2 M and mix by l.nversl.on 
add 1 ml PhOH and mix by inversion 
and mix by inversion 
mix wi七h
↓ 
vigorously for 19 sec and place on 
4 
centrifuge at M官邸90均
↓ 
careful1y七rand偉E 油euEPer a明 eousphase
ふ
of isopropanoland place a七割20Oc for 
↓ 
centrifuge at264980哀審査or20min a七40C
↓ 
dissolve RNA pel1e七1n0.3 ml ，Qf 
wi th 1 vol of isopropanol a七
↓ 
10，oooxg for 
↓ 
and cen七rifugea七 10，OOOXgfor 
shake 1<::e; for 15 min 
ま?OE229minfait4。c
1 ml 1 br 
solu七ion
開 200(: 
o p.re，cipi七a七e
for 1 hr 
aentr ifu'9e a.七 15min a't 4 。c • 
resuspend ェn 75老 E七OH 10 min at 4 Oc ‘ • 
工AAz
?
?
?
?
」
】
?
? ?
??
?
?
?
???
?
??
?
?
?
?
?
? ?
? 、
?
?
?
?、 ?
SolutioD. D: 
DEPC z 
E七OHZ 
bp 
1057 
770 
612 
495 
392 
345 
297 
一喝
P1 
? ? ?
P1 
??? ?
" 
Fig.15.first PCR 
right 2 lane:abl con七rolband 
lef七 2lane: bcr-abl chimeric band of 
K-562 cells， Pl no七 clear
ー70-
. ~ 
P1 
? ? ? ?
4・
bp 
1057 
770 
612 
495 
392 
345 
297 
? ? ?
?
?
? 、
Fig.16.second PCR 
Pl:bcr-abl chimeric band(380bp) 
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Fig.17.first PCR of P2 
righ七 laneP2:bcr-abl band no七 clear
right lane K-562:bcr-abl chimera band 
lef七 laneP2:abl control band 
left lane K-562:abl band not clear 
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Fig.18.second PCR 
P2，K-562:bcr-abl chimeric band(390bp) 
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